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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Stabiluierung, Reinigung oder/und Isolierung von 
Nukleinsauren aus biologischen Materialien durch Entfcrnung von Verunreinigungen, z. B. von Nukleinsfiuren 
5 schadigenden und enzymatische Reaktionen hemmenden Substanzen. Dieses Verfahren ist insbesondere zur 
Analyse, zum Nachwets oder zur Isolierung von Nukleinsauren in Stuhlproben geeignet Weiterhin wird ein fur 
die Durchfuhrung des erfindungsgemaOen Verfahrens geeignetes Reagenzienkit offenbart 

Zahlreiche Beispiele aus verschiedenen Forschungsbereichen belegen die Bedeutung der Analyse von Nu- 
kleinsauren aus biologischen Materialien, die mit Substanzen verunreinigt sind, welche Nukleinsauren wihrend 

io der Lagerung schfldigen und eine enzymatische Manipulation der Nukieins&uren, z. B. durch Amplifikation 
hemmen. Daher ist es fur die Brauchbarkeit der in den biologischen Materialien enthaitenen Nukleinsauren fur 
weitere Analysen wichtig, daB diese Substanzen nur in sehr niedrigen Konzentrationen vorhanden sind oder 
g&nzlich aus der Probe entfernt werden. 
Eine besondere Bedeutung besitzt die Analyse von Nukleinsauren aus ftkalen Probea Die medizinische 

15 Hauptanwendung ist der Nachweis tumorspezifischer Verandenmgen von nuklearer DNA aus Stuhl die als 
Parameter bei der PrChdiagnose vonTumoren des Verdauungstrakts dienen kdnnen, 

Eine Methode zur Isolierung von Nukleinsauren aus Stub! wird in WO 95/20235 offenbart Diese Methode 
ergibt jedoch nur geringe Ausbeuten an Nukleinsiureit Weiterhin werden DNA-schSdigende oder/und PGR* 
hemxsende Substanzen nicht abgetrennt Daher kann die isolierte DNA nicht ttber l&ngere Zeit gelagert werden 

20 und eine Amplifikation zur Vermehrung spezifischer, zu analysierender Genabschnitte dieser DNA liefert keine 
reproduzierbaren Ergebnisse. Ein besonders schwerwiegender Nachteil des bekannten Verfahrens besteht 
darin, dafl bei der PCR- Amplifikation keine intakten DNA-Fragmente mh cinheitlicher Sequenz entstehen, die 
fur eine weitere Analyse notwendig sind. Um diese zu erhalten, ist eine aufwendige Klonierung der amplifizier- 
ten Genabschnitte notwendig* Noch ein weiterer Nachteil des Verfahrens des Standes der Technik besteht darin, 

2$ daB die stark gesundheitsschddigenden Losungsmittel Phenol und Chloroform verwendet werden mussen. 

Eine der vorliegenden Erfindung zugrunde liegenden Aufgabe war sorait die Bereitstellung eines Verfahrens, 
mit dem Nukleinsauren in biologischen Materialien gegen Abbau stabilisiert und bei dem die enzymatische 
Manipulation von Nukleinsauren hemmende Substanzen abgetrennt werden kdnnen. Insbesondere soil ein 
Verfahren bereitgestellt werden, das eine zuverlassige Isolierung von DNA aus fakalen Proben ermdgltcht 

30 Diese Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren zur Reinigung, Stabilisierung oder/und Isolierung von Nu- 
kleinsauren aus biologischen Materialien, welches dadurch gekennzeichnet ist daB man einer Nukleinsauren 
enthaltenden Probe aus biologischen Materialien eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunreinigungen 
zusetzt und anschlieBend die Nukleinsauren gegebenenfalls von gebundenen Verunreinigungen abtrennt 
Durch das erfindungsgeniaBe Verfahren kann die Brauchbarkeit von aus biologischen Materialien isolierten 

35 Nukleinsauren, insbesondere DNA, deutlich verbessert werden. Weiterhin werden durch den Zusatz der Ad- 
sorptionsmatrix sowohl Nukleinsauren sch&digende als auch die enzymatische Manipulation hemmende Sub- 
stanzen weitgehcnd abgetrennt Die durch das erfindungsgem&Be Verfahren stabilisierten Nukleinsauren kdn- 
nen daher Qber langere Zeit gelagert werden. Daruber hinaus werden bei einer Amplifikation der durch Zusatz 
einer Adsorpttonsxnatrix behandelten Nukleinsfiuren, z. B. durch PGR, reproduzierbare Ergebnisse erhalten. 

40 Diese Reproduzierbarkeit ist essentiell fur die Aussagekraft der erhaltenen Ergebnisse bei der Nukleinsaure- 
Analyse. Die hohe Qualitat der durch das erfirtdungsgemaJJe Verfahren gereintgter Nukleinsauren zeigt sich 
beispielsweise darin, daB sie direkt durch Sequenzierung oder Heteroduplexanaryse untersucht werden kdnnen. 
Eine Klonierung ist nicht notwendig. AuBerdem raussen beim erfindungsgem&Ben Verfahren keine gesundheits- 
schadigenden Losungsmittel eingesetzt werden. 

45 Die beim erfindungsgema&en Verfahren verwendete Adsorptionsmatrix ist derart beschaffen, daB sie Verun- 
reinigungen, die zur Scbadigung von Nukleinsauren fOhren oder/und die Durchfuhrung enzymadscher Reaktio- 
nen verhindern oder/und enzymatische Reaktionen hemmen, wie etwa Abbauprodukte von Hemoglobin, z. B. 
Bilirubin, oder/und Gailens&uren oder Satze davon, binden kann, Vorzugsweise verwendet man eine unlosliche 
Adsorptionsmatrix, da in diesem Fall eine leichtere Abtrennung von der Probe moglich ist 

so Gute Ergebnisse werden mit einer Adsorptionsmatrix auf Basts von Kohlenhydraten oder/und Polypeptiden 
erhalterL Bevorzugt ist eine Adsorptionsmatrix auf Basis von Koblenhydraten, z. B. eine Adsorptionsmatrix, die 
Polysaccharide enthalt Besonders bevorzugt verwendet man eine Adsorptionsmatrix, die a- oder/und ft-grykosi- 
disch verknupfte Koblenhydrate enthalt, z. B. Starke, Cellulose, Derivate von Stflrke und Cellulose oder Mi- 
schungen davon. 

55 Am mdsten bevorzugt ist die Verwendung von Mehlen, d. h. im wesentlichen einer Mischung von Cellulose, 
Starke, Lipiden und SaJzen oder Bestandteilen daraus. Als geeignet haben sich beispielsweise Mehle aus 
Getreide, Mais, Erbsen, Soja und Kartoffeln oder Bestandteile daraus bzw. Mischungen davon, erwiesen. Fur 
einen Fachmann ist es selbstverstandHch, daB neben den genannten Mehlsorten auch andere Mehlsorten bzw. 
Mischungen von mehreren Mehlsorten oder Bestandteilen daraus eingesetzt werden kOnnen. Am meisten 

6o bevorzugt ist die Verwendung von Kartoffelmehl oder Bestandteilen daraus. 

Weiterhin bevorzugt ist die Verwendung einer Adsorptionsmatrix auf Kohlenhydratbasis zusammen mit 
IdsKchen Bestandteilen aus Mehlen, insbesondere aus einer oder mehreren der obengenannten Mehlsorten* 

Die Menge, in der die Adsorptionsmatrix der biologischen Probe zugesetzt wird, hangt ira wesentlichen von 
der Beschaffenheit der Probe, d. h. der Menge an Verunreinigungen, ab. Gute Ergebnisse wurden erhalten, wenn 

es man die Adsorptionsmatrix in einem Gewichtsanteil von 0.05 : 1 bis 100 : 1 bezuglich der Nukleinsauren enthal- 
tenden Probe verwendet. Besonders bevorzugt whd die Adsorptionsmatrix in einer Menge von 0,1 : 1 bis 10 ; 1 
zugesetzt 

Die NukteinsSuren enthaltehde Probe, die durch das erfindungsgem&6e Verfahren stabilisiert werden soil, 

* BEST AVAILABLE COPY 
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stammt aus biologischen Materialien. die Nukleins&uren abbauende bzw. enzymatische Reaktionen hemmende 
Verimreinigungenenthaltea Vorzugsweise stammt die Nukleinsauren enthaltende Probe aus Fakaliea Sie kann 
jedoch aucb beispielsweise aus anderen QueQen, z. B, Geweben jeder Art, Knochenmark, humanen und tieri- 
schen Kcrperflussigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Uria Sperma, CerebrcspinalflOssigkeit, Sputum und Abstri- 
chen, Pflanzen, Pflanzenteilen und -extrakten, z. B. -saften, Mikroorganismen wie Rakterien, fossilen Probea 5 
Bodenproben, KJarschlamm, Abwassern und Lebensmitteln stammen. Als Verunreinigungen kdnnen beispiels- 
weise Abbauprodukte von Hemoglobin oder/imd Gallensauren oder Salze davoa aber auch aadere Arten von 
Verunreinigungen enthaltenseia . 

Zur besseren Handhabung des Verfahrens hat es sich als gflnsug erwiesen, die Probe aus biologischen 
Materialien vor dem Zusatz der Adsorpdonsmatrix in einer Pufferldsung aufzunehmea Die Inkubation der to 
Probe mit der Adsorptionsmatrix kann bei Raumtemperatur erfolgea Die Inkubationsdauer kann in weiten 
Bereichen variiert werden. Nach der Inkubation kann die Adsorptionsmatrix z. B. durch Zentrifugation von der 
Probe abgetrennt werdea . 

Die Behandlung mit der Adsorptionsmatrix fQhrt zu einer signifikanten Stabmtatserhdhung der m der Probe 
enthaltenen Nukleinsauren und bei einer anschlieBenden Isolierung der Nukleinsauren zu einer besseren Repro- is 
duzierbarkeit Dies gilt insbesondere, wenn sich an die Isolierung eine enzymatische Manipulation der Nuklein- 
sauren, z. B. eine Amplifikation oder/und eine Restriktionsspaltung anschlieflt Besonders bevorzugt wird die 
Amplification, z. B. durch PCR (Polymerase Chain Reaction), LCR (Ligase Chain Reaction), NASBA (Nucleic 
Acid Base SpecificAmplification)oder 3SR (Self Sustained Sequence Reputation) durcbgefiihrt 

Ein besonders bevorzugter Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Analyse, der Nachweis oder die 20 
Isolierung von NiikJeinsauren, insbesondere DNA T aus Stuhlprobea Durch das erfmdungsgemaBe Verfahren 
sind saubere und amplifizierbare Nukleinsauren aus fakalen Proben erhaltlich, die zum Nachweis von Mutatio- 
nen, insbesondere von tumorspezifischen DNA-Mutationen verwendet werden kdnnen. 

Das erflndungsgemaflc Verfahren besitzt groSe Bedeutung fur die Tumordiagnostik, da es den spezifischen 
Nachweis nukle&rer eukaryotischer Nukleinsauren in Gegenwart von Verunreinigungen und gro&er Mengen an 25 
bakteriellen Nukleinsauren errodglicht 

Durch Analyse von Stuhl-DNA unter Anwendung des erfindungsgemaflen Verfahrens konnen Tumoren des 
Verdauungstrakts, insbesondere Pankreas- oder Darmtumoren, frflher und genauer diagnostiziert werden. Diese 
Diagnose erfolgt beispielsweise durch Untersuchung von Onkogenen oder/und Tumors uppressorgenen auf 
mmorspezifische DNA-Mutationea Da Zellen von Tumoren des Verdauungstraktes laufend in den Stuhl abge- ao 
schilfert werden, ist eine Detektion von turaorspezifischen DNA-Mutationen im Stuhl durch das erfindungsge- 
maSe Verfahren radglich- 

Im Gegensatz zum einzigen, aus dem Stand der Technik bekannten nicht-invastven Routinetest auf kolorekta- 
le Tumoren, dem Test auf okkultes Blut im Stuhl, kommt es beim erfindungsgemaBen Verfahren nicht bzw. nur 
sehr selten zu falseh-positiven Ergebnissea 35 

Daruber hinaus ermoglicht der Nachweis von Mutationen in Genen, die schon im Adenomstadium, d. a in 
einem sehr When Stadium der Tumorprogression mutieren, eine deutlich frtthere und spezifischere Diagnose als 
der Stuhl- Bluttest Als gecignete Objekte der Mutationsanalysen kdnnen insbesondere das Tumorsupressorgen 
APC (Adenomatdse Polyposis Coli) (Fearon und Vogelstein (1990), Cell 61, 759—761) und das ras-Onkogen 
verwendet werden. Durch Mutationsanalysen dieser beiden Gene in DNA aus Stuhlproben kdnnen Insbesonde- *o 
re Darmtumoren, z. B. Dickdanntumoren, und Pankreastumoren erfaBt werden. Neben dem APOGen und dem 
ras-Gen kdnnen natOrlich auchweitere tumorrelevame Gene fur die Krebsdiagnose als Analyseobjekte dienea 

Eine wextere wichtige Anwendung fur die erfmdungsgemaBe Isolierung von DNA aus fakalen Proben sind 
zoobiologische populationsgenetische, evotutionsgenetische und botanische Studien und Untersuchungen von 
Ueren und Pflanzen. Bisher scheitern derartige Untersuchungen sehr haufig an der Seltenhett einer Tierart und 45 
der gertngen Wahrscheinlichkeit, die betreffenden Tiere an einem bestimmten Ort anzutreffea Bei Kenntnis des 
ungefahren Aufentbaltsortes kann eine Analyse von zurdckgelassenen Fakalien durch das erfmdungsgemaBe 
Verfahren wichtige Hinweise auf den Verwandtschaftsgrad der Tiere, auf zuruckgelegte Wanderungswege oder 
auf die Nahrungsgewohnheiten der Here liefern. Ebenso kdnnen aus der Analyse fakaler Nukleinsauren, z. B. 
durch Nachweis mikrobieller oder viral er Nukleinsauren, wichtige diagnostische Informationen Ober Infektio* 50 
nen, z. B. bakterieUer oder viraler Art abgeleitet werdea 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Reagenzienkit zur Stabilisierung und Reinigung 
von Nukleinsauren aus biologischen Materialien, umfassend: 

(a) einen zur Aufnahme einer Nukleinsauren enthaltenden Probe geeigneten Puffer und 55 

(b) eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunreinigungen aus den biologischen Materialien. 

Vorzugsweise enthalt das Reagenzienkit zusatzliche Mine! zur Reinigung von Nukleinsauren, die z. B. minera- 
lische oder/und organische Trager sowie gegebenenfaOs Ldsuugen, Hilfsstoffe oder/und Zubehdr umfassea 
Mlneralische Bestandteile von Tragern kdnnen beispielsweise pordsc oder nicht-pordse Metalloxide oder 60 
Metailmischoxide, z. B. Aluminiumoxid, Titandioxid oder Zirkoniumdioxid, Silicagele, Materialien auf Basis von 
Glasern, z. B. modifizierte oder nicht-modifizierte Glaspartikel oder Glasmehl, Quarz, Zeolithe oder Mischungen 
von einer oder mehrerer der obengenannten Substanzen sein. Andererseits kann der Trager auch organische 
Bestandteile enthalten, die z. B. aus gegebenenfalls mit funktionellen Gruppen modifizierten Latexpartikela 
synthetischen Polymeren, wie etwa Polyethylen, Polypropylen, Polyvinylidenfluorid, insbesondere ultrahochmo- 65 
lekularero Polyethylen oder HD- Polyethylen, oder Mischungen von einer oder mehreren der zuvor genannten 
Substanzen ausgew ihlt werdea 

Der Trager kann beispielsweise in Form von Partikeln mit einer mittleren GrdOe von 0,1 urn bis 1000 um 
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vortiegen. Bet Verwendung eines porosen Trigers ist eine mitttere PorengroBe von 2 urn bis 1000 urn bevorzugt 
Der Trager kann beispielsweise in Form loser SchGttungen von Partikeln, Fdterschichten, z. B. aus Glas, Quarz 
oder Keramik, Mecnbranen, z. B. Membranen, in denen ein Silicagel angeordnet ist, Fasern oder Geweben aus 
mineral isch en Tr&gern, wie etwa Quarz oder Glaswolle sowie in Form von Latices oder Frittenmaterialien aus 
5 syntbetischen Polyraeren vorliegen. 

Weiterhin kann das Reagenzienkit auch noch geeignete Losungen, z. B. Waschlosungen oder Pufferlosungen 
zur Aufnahnie der Probe enthalten. Ein zur Aumahme einer Nukleinsauren enthaltenden Probe geeigneter 
Puffer ist beispielsweise ein Puffersystem auf Basis von Tris-HQ pH 8,5—9,5, EOTA und gegebenenfalls Nad 
En besonders bevorzugter Puffer, insbesondere zur Aufnahme von Stuhlproben, enthalt 5Q0mMTris-HCl pH 9, 
io 50 mM EDTA und 10 mM Nad 

AuBerdem kann das erfindungsgemaBe Reagenzieokit auch Hilfsstoffe wie Enzyme und andere Mittel zur 
Manipulation von Nuldeinsauren enthalten, z. R. mindestens einen AmpUfikationsprimer und zur Amplification 
von Nukleinsauren geeignete Enzyme, z. B. eine Nukleinsaurepoiymerase oder/und mindestens eine Restrik- 
tionsendonuklease. 

15 Die Primer zur Amplification von Nukleinsauren stammen zwcckm&Bigerweise aus den zu analysierenden 
Genen, d. h. beispielsweise aus Onkogenen oder/und Tumorsupressorgenen. Zur Amplifikation von Nukleinsau- 
ren geeignete Enzyme und Restriktionsendonukleasen sind bekannt und kommerziell erhaltlich. 
Weiterhin soli die vorliegende Erflndung durch das nachfoigende Betspiel erlautert werden. 

20 Beispiel 



Es wurden folgende Adsorptionsmatrizen getestet: Immobilbiertes Rinderserum-Albumin (RSA), Cellulose 
25 und Kartoffelstarke (alle von Sigma, MOnchen, DE) und Kartoffelmehl (Honig, Postbus 45, 1540 AA Koog a/d 
Zaan, NL), bei dem es sich im wcsentlichen um eine unldsliche Mischung aus Cellulose, Stfi.rke, Ljplden und 
Salzen handelt 

Menschiiche Stuhlproben wurden gesammelt, eingefroren und bei — 80° C aufbewahrt 200 mg Stuhl wurden 
in 600 ul Sttihl-Ldsepuffer (SLP: 500 mM Tris-HCl pH 9,0, 50 mM EDTA, 10 mM NaCl) homogenisiert Zu 
30 jeweils 1/4 des Homogenats wurden 200 ui SLP mit 100 mg der jeweiligen Adsorptionsmatrix gegeben. Die 
Mischung wurde heftig vermischt und zweimal bei 500 x g bzw. 13 000 x g fur jeweils 5 min zur PrazipUation 
von Bakterien und anderen Verunreinigungen zcntrifugiert Nach Behandlung des Kdaren Oberstands rait 
Proteinase K in einer Konzentration von 2,5 mg/ml wurde die DNA unter Verwendung einer DNA-Spinsfiule 
(Qiagen, HQden, DE) gereinigt, die zur DNA-Reinigung aus Blut und Gcwebe geeignet ist Die Saulenbeladung 
35 und Waschschritte wurden wie vom Hersteller angegeben, durchgeffthrt 

Die DNA wurde dann aus der Spins&ule in einem Endvolumcn von 150 uJ destillierten Wasser eluiert und bis 
zur Verwendung bei — 20°C aufbewahrt Die Ausbeute an chromosomaler DNA wurde durch Messung der 
Absorption bei 260 nm bestimmt 
Alle Prfiparationen zeigten vergleichbare Gesamt-DNA-Mengen von 15-20 ug. Auf einem analyttschen Aga- 
40 rosegel waren keine Unterschiede zwischen der genomischen DNA aus Praparationen mit und ohne Adsorp- 
tions matrix zu erkennea Durch Zugabe der Adsorptfonsmatrix wurde auch keine Erhohung in der Ausbeute der 
extrahierten chromosomalen DNA festgestellt 

Zura Test der Stabiiitat der isolierten Nukleinsauren wurde die DNA nach einwdchiger Aufbewahrung 
untersucht Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 gezeigt Die stabilsten DNA-Proben wurden nach Verwendung von 
45 Kartoffelmehl als Adsorptionsmatrix erhalten. 

FUr die Amplifizierung durch PCR wurden 3 ui der gerelnigten chromosomalen DNA in einem Gesamtvolu- 
men von 50 uJ ve rwendet das 10 mM Tris-HCl pH 8,3, 50 mM KC1, 1,5 mM/Mgclj, 30 uM jeweils dATP, dCTP, 
dGTP und dTTP, 400 nM jedes Primers, 100 ug/ml RSA und 075 Einheiten Taq-Polymerase (AGS, Heidelberg, 
DE)enthielt 

so Zur Sensitivitatsbesserung wurden Nested-PCR-Methoden (vgL Jackson et aL, (1991), in McPherson, N.J. 
Quirke, P. Taylor, G,R (Hrsg.), PCR— A Practical Approach, Oxford University Press) unter Verwendung von 
Bfotin-markierten Nested-Prtmem durchgefuhrt Eine PCR voa in Abwesenheit einer Adsorptionsmatrix gerel- 
nigten DNA-Proben war vollstandig bbckiert Durch Zusatz von RSA. Cellulose oder Kartoffelstarke als 
Adsorptionsmatrix konnten teilweise reproduzierbare PCR- Ergebnisse erhalten werden (Tabelle 1). 

55 Reproduzierbare PCR-Ergebnisse in alien zehn analysierten Proben wurden bei Verwendung von Kartoffel- 
mehl als Adsorptionsmatrix erhalten. Die PCR-Fragmente waren zur Verwendung bei der Heteroduplexanalyse 
und auch zur direkten Sequenzierung geeignet Hierzu erfolgte eine Preparation von einzelstrangiger DNA 
unter Verwendung von Streptavidin-gekoppehen Magnetbeads (Dynal, Hamburg, DE) gemaS den Angaben des 
Herstdlers. 



Analyse von DNA aus Stuhlproben 
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TABELLEl 
Eigenschaften von nukleiirer DNA aus Stuhl 



Matrix 


Verlust* 


POT* 




80 * 


0 


RSA 


60 * 


3 


j 

Cellulose 


60 % 


4 


Kartoffelstarke 


60 % 


4 


Kartoffelraehl 


< 5 * 


10 



20 

* Der DNA-Verlust durch Abbau wurde nach Aufbewahrung fur 1 Woche 
bei - 20°C durch analytische Agarosegelelektrophorese und 
apektrophotometrische Analyse gemessen. 

b Es wurde eine PCR von DNA axis zehn verachiedenen Stuhlproben 
durchgef Clhrt . Es ist die Anzahl von Proben angegeben, die durch 30 
PCR analysierbar waren . 



Patentansprflche as 

I. Verfahren zur Reinigung, Stabilisierung oder/und Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen Mate- 
rialmen, dadurch gekennzej ehae t daB man einer Nukleinsauren entbahenden Probe aus biologischen 
Materialien eine Adsorptionsmatrix zur Bindung von Verunreinigungen zusetzt 

X Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB man eine Adsorptionsmatrix auf Kohlenhy- 40 
dratbasis zusetzt 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet daB man erne Adsorptionsmatrix zusetzt die a- 
oder/undp-giykosidisch verknOpfte Kordenhydrate enthalt 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1—3, dadurch gekennzeichnet daB man eine Adsorptions matrix 
verwendet die Starke, Cellulose oder Mischungen davon enthalt 45 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche t— 4, dadurch gekennzeichnet daB man als Adsorptionsmatrix ein 
Mehl aus Getreide, Erbsen, Mais, Soja, Kartoffeln oder Bestandteile daraus oder Mischungen davon 
verwendet 

6. Verfahren nach Anspruch 5 t dadurch gekennzeichnet, daB man Kartoffelmehl oder Bestandteile daraus 
verwendet ') 50 

7. Verfahren nach einem der AnsprOche i —6, dadurch gekennzeichnet daB man eine Adsorptionsmatrix auf 
Kohlenhydratbasis zusammen rait Idslichen Bestandteilen aus Mehlen verwendet 

& Verfahren nach einem der AnsprUche 1 —7, dadurch gekennzeichnet, dafi man die Adsorptionsmatrix in 
einem Gewichtsanteil von 0,05 : 1 bts 100 : 1 beztlglichder NukleinsSuren enthaltenden Probe zusetzt 

9. Verfahren nach einem der AnsprOche 1—8, dadurch gekennzeichnet daB die NukleinsSuren enthaltende 55 
Probe aus Geweben, Knochenmark, Karperfliissigkeiten, Pflanzen, Pflanzenteilen und •extrakten, Mikroor- 
ganismen, fossiien Proben, Bodenproben, KJarschlamra, Abwassern, Fakaiicn und Lebensmittein statnmt 

10. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 —9, dadurch gekennzeichnet daB die Nukleinsauren enthaltende 
Probe als Verunreinigungen Substanzen mit Nukleinsauren schSdigender oder/und ettzymatische Reaktio- 
nen hemmender Wirkung enthalt 60 

II. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 — 10, dadurch gekennzeichnet daB die Nukleinsauren enthalten- 
de Probe at9 Verunreinigungen Abbauprodukte von Hemoglobin oder/und Gaflensfiuren oder Salze davon 
enthalt 

12. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 — 11, dadurch gekennzeichnet daB man die Probe aus biologi- 
schen Materialien vor dem Zusatz der Adsorptionsmatrix in einer Puff erlflsung aufnimmt 65 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet daB sich an die Isolierung eine enzymatische 
Manipulation der Nukleinsauren anschliefit 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet daB die enzymatische Manipulation eine Ampiifi- 
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kationoder/und cine Restriktionsspaltung umfaBt 

15. Vcrfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Amplification dun* PGR (Polymerase 
Chain Reaction), LCR (Ligase Chain Reaction), NASBA (Nucleic Acid Base Specific Amplification) oder 
3SR (Self Sustained Sequence Replication) erfolgt 

16. Verwendung eines Verfahrens nach einem der AnsprtJche 1 — 15 zur Analyse, zum Nachweis oder zur 
tsolierung von Nukleinsauren aus Stuhlproben. 

1 7. Verwendung nach Anspruch 1 6 zum Nachweis von DNA-Mutationen. 

18. Verwendung nach Anspruch 16 oder 17 zur Analyse, zum Nachweis oder zur Isolierung nuklelrer 
eukaryontischer Nukleinsauren. 

19. Verwendung nach Anspruch 18 zur Diagnosuk von Turaoren des Verdauungstrakts, insbesondere von 
Pankreas- oder Darmtumoren. 

20. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB man Onkogene oder/undTumorsuppres- 
sorgene untersucht 

21. Verwendung nach Anspruch 18 zur Untersuchuag von Tieren und Pflanzen. 

22. Verwendung nach Anspruch 16 zum Nachweis mikrobieller oder viraler Nukleinsauren. 

23. Verwendung nach Anspruch 22 zur Dtagnostik bakterieller und viraler Infektionen. 

24. Reagenzienkit zur Reinigung und Stabilisierung von Nukleinsauren aus biologischen Materialmen, umfas- 
send: 

(a) einen zur Aufnahme einer Nukleinsauren enthaJtenden Probe geeigneten Puffer und 

(b) eine Adsorpdonsmatrix zur Bindung von Veninreinigungen aus den biologischen Materialien. 

25. Reagenzienkit nach Anspruch 24, zusfitzlich umfassend Mhtel zur weiteren Reinigung von Nukleinsau- 
ren. 

26. Reagenzienkit nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die Mittel zur weiteren Reinigung von 
Nukleinsauren mineralische oder/und organische Trager sowie gegefaenenfalls Lasting wi, Hilfsstoffe oder/ 
und Zubehdr umfassen. 

27. Reagenzienkit nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager mineralische Bestandteile aus 
porosen oder nicht-pordsen Metalloxiden oder Metallmischoxiden, Silicagelen, Materialien auf Basis von 
OlAsem oder Quarz, Zeolithen oder Mischungen davon enthaJt 

2& Reagenzienkit nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager organische Bestandteile aus 
gegebenenfalls modtftziertem Latex, synthetischen Polymeren oder Mischungen davon enth&it 
29. Reagenzienkit nach einem der AnsprQche 26—28, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager in Form von 
Partikelnmh einer nuttlerenGrdBe von 0,1 um bis 1000 urn vorliegt 

3a Reagenzienkit nach einem der AnsprQche 26—29, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager Poren mit 
emer mittleren GrOBe von 2 um bis 1000 um aufweist 

31. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 26— 29, dadurch gekennzeichnet, daB der Trager in Form loser 
SchQttungen von Partikeln, Filterschichten, Membranen, Geweben. Fasera oder Fritten vorliegt 
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